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Цель исследования – изучить прогностическое значение экспрессии раково-тестикулярных генов (РТГ) PRAME, NY-ESO1, GAGE1, 
MAGE A3, MAGE A6, MAGE A12, SSX1, SLLP1, PASD1 у больных множественной миеломой (ММ) и их влияние на показатели 
общей выживаемости и скорость возникновения рецидивов, определить их влияние на такие клинические показатели, как уровни 
лактатдегидрогеназы, лейкоцитов, гемоглобина, кальция, альбумина, креатинина и бета-2-микроглобулина.
Материалы и методы. Количественную полимеразную цепную реакцию в реальном времени проводили на комплементарной ДНК, 
полученной из образцов костного мозга 77 больных с установленным диагнозом ММ. Статистический анализ выполняли с помощью 
программного пакета Statistica 10.0. Для построения кривых общей выживаемости использовали метод Каплана–Майера.
Результаты. Проведено исследование для определения уровня экспрессии РТГ PRAME, NY-ESO1, GAGE1, MAGE A3, MAGE A6, 
MAGE A12, SSX1, SLLP1, PASD1 в группе больных ММ. В группу вошли как первичные пациенты, так и получающие лекарствен-
ную противоопухолевую терапию при ММ. Согласно log-rank-тесту существенное влияние на показатели общей выживаемости 
и выживаемости без прогрессирования/рецидива заболевания оказывает экспрессия любого из РТГ NY-ESO1, MAGE A6, MAGE 
A12, SSX11, PASD1. Также определено, что при экспрессии некоторых РТГ уровни креатинина, кальция и бета-2-микроглобули-
на были на порядок выше, чем у больных без экспрессии.
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Objective: to study the prognostic significance of the expression of cancer-testis (CT) genes PRAME, NY-ESO1, GAGE1, MAGE A3, MAGE 
A6, MAGE A12, SSX1, SLLP1, PASD1 in patients with multiple myeloma (MM) and their influence on overall survival and relapse rate. 
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Materials and methods. Real-time polymerase chain reaction was performed on complementary DNA obtained from bone marrow of 77 pa-
tients with MM. The statistical analysis was performed using the Statistica 10.0 software package. To estimate prognostic values of the CT 
gene expression data were analyzed by the Kaplan – Meier method.
Results. The study was conducted to determine the level of expression of CT genes PRAME, NY-ESO1, GAGE1, MAGE A3, MAGE A6, 
MAGE A12, SSX1, SLLP1, PASD1 in a group of patients with MM. The group included primary and receiving cancer treatment in MM 
patients. According to the log-rank criterion expression of any of the CT genes PRAME, NY-ESO1, GAGE1, MAGE A3, MAGE A6, MAGE 
A12, SSX1, SLLP1, PASD1 exerts a significant influence on overall survival and progression-free survival/relapse. It was also determined 
that providing expression of some CT genes, the levels of creatinine, calcium, beta-2-microglobulin were much higher to compare with pa-
tients without expression.
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Введение
Раково-тестикулярные гены (РТГ) представляют 
собой группу генов, экспрессия которых в норме ог-
раничена здоровыми репродуктивными тканями взро-
слого человека и эмбриональными тканями. Экспрес-
сия РТГ наблюдается в 40 % случаев различных типов 
опухолей [1]. Впервые термин «раково-тестикулярные 
антигены» (РТА) был упомянут в 1997 г. [2]. Однако 
обнаружены РТА были намного раньше, с 1980 г. и по 
настоящее время ведется их активное изучение и по-
полнение списка. Впервые они выделены и описаны 
при исследовании плоскоклеточной карциномы пи-
щевода [2–5]. РТА можно разделить на 2 группы:
• кодируемые генами, расположенными на хромо-
соме Х (Х-РТА) [6];
• кодируемые генами, расположенными на всех 
других хромосомах, кроме Х [5].
В группу Х-РТА входит более половины всех из-
вестных РТА. Они представляют собой мультигенные 
семейства, которые часто организованы в кластеры, 
в отличие от остальных РТА, которые распределены 
по всему геному и представлены однокопийными ге-
нами [5, 7]. Функции многих РТА до сих пор остаются 
неизвестными, однако полагают, что эти белки при-
нимают участие в регуляции клеточного цикла и про-
цессов апоптоза. Результаты исследований экспрессии 
РТА также показали, что метилирование ДНК – один 
из основных механизмов эпигенетической регуляции 
экспрессии РТА в половых и трансформированных 
клетках [7]. Отмечается, что в опухолях РТГ обладают 
особыми свойствами [5], именно поэтому многие из 
них обнаружены благодаря наличию спонтанного гу-
морального ответа к этим антигенам у больных со зло-
качественными новообразованиями [2, 5, 8]. Поскольку 
экспрессия РТГ ограничивается либо тканями мужской 
репродуктивной системы и эмбриональными тканями, 
где уровень экспрессии РТГ у здоровых лиц очень мал, 
либо опухолевыми клетками, где уровень их экспрес-
сии значительно выше, а также благодаря антигенным 
свойствам, РТА являются перспективными объектами 
для использования в иммунотерапии. Кроме того, 
некоторые из них считаются маркерами таких злока-
чественных новообразований, как рак яичников, шей-
ки матки, молочной железы, легкого, мочевого пузы-
ря, пищевода, меланомы, различных гематологических 
заболеваний и др. [9–17]. На сегодняшний день опи-
сано более 150 семейств РТГ, которые включают око-
ло 276 генов (http://www.cta.lncc.br).
Несмотря на современные химиотерапевтические 
средства и терапию моноклональными антителами, 
прогноз для многих пациентов с гематологическими 
злокачественными новообразованиями, особенно с аг-
рессивными заболеваниями, такими как диффузная 
В-крупноклеточная лимфома, лимфома мантийной 
зоны, множественная миелома (ММ), остается небла-
гоприятным [18–21]. Тем не менее с каждым годом 
появляется все больше клинических испытаний, ко-
торые демонстрируют, что вакцины, содержащие про-
дукты экспрессии РТГ, могут вызывать специфический 
иммунный ответ у больных лимфомами и ММ [22, 23].
Усовершенствования в лечении ММ привели к зна-
чительному увеличению выживаемости пациентов. 
Однако общая выживаемость (ОВ) редко превышает 
4–5 лет [24]. Для молодых пациентов лечение основа-
но на высокодозной химиотерапии с аутологичной 
трансплантацией стволовых клеток [25]. Минимальная 
остаточная болезнь является одной из основных проб-
лем, для решения которой специфические терапевти-
ческие подходы, например иммунотерапия, могут быть 
полезны [26]. Помимо иммунотерапевтических преи-
муществ, РТА могут быть использованы в качестве 
маркеров для обнаружения злокачественного новоо-
бразования на более ранних сроках. В последнее деся-
тилетие ведется активное изучение РТА в онкологии, 
в том числе при ММ, которая характеризуется выра-
женной клинической, цитогенетической и молекуляр-
ной гетерогенностью.
ММ – злокачественное В-клеточное лимфопро-
лиферативное заболевание с клональной пролифе-
рацией плазматических клеток в костном мозге и за 
его пределами. Несмотря на то, что полная ремис-
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диагностированных больных, которым проводили 
высокодозную терапию мелфаланом и аутологичную 
трансплантацию стволовых клеток периферической 
крови, почти у всех пациентов наблюдаются рециди-
вы с медианой безрецидивной выживаемости (БРВ) 
2–3 года [27]. Как правило, ранний рецидив связан 
с тем, что в результате проведенной терапии неболь-
шое количество трансформированных плазматиче-
ских клеток все же остается в кроветворной системе 
больного [28].
Цель исследования – используя метод полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени опре-
делить уровень экспрессии 9 РТГ (PRAME, NY-ESO1, 
GAGE1, MAGE A3, MAGE A6, MAGE A12, SSX1, SLLP1, 
PASD1) и оценить их влияние на показатели ОВ и ско-
рость возникновения рецидивов ММ, а также влияние 
экспрессии этих РТГ на некоторые клинические био-
химические показатели.
Материалы и методы
Характеристика пациентов. Исследованы образцы 
костного мозга, взятые у 77 больных ММ (42 женщины, 
35 мужчин). Все пациенты находились под наблюде-
нием в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина с 2016 
по 2017 г. Медиана возраста составила 53 года. Макси-
мальный срок наблюдения – 16,5 мес. В соответствии 
с законодательством России биоматериал от каждого 
пациента был получен при наличии информирован-
ного согласия на его использование.
Предварительная подготовка образцов костного мозга. 
Для удаления эритроцитов костный мозг обрабатыва-
ли гемолизирующим раствором (0,8 % NH
4
Cl) в соот-
ношении 1:14. Смесь инкубировали 15 мин при тем-
пературе +4 °C. Затем смесь центрифугировали 10 мин 
при 1600 об/мин. Образовавшийся супернатант уда-
ляли, а оставшийся клеточный осадок растворяли 
в 1 мл гемолизирующего раствора; образовавшуюся 
смесь центрифугировали 5 мин при 2500 об/мин. Су-
пернатант удаляли, а клеточный осадок использовали 
для выделения РНК.
Выделение РНК. В подготовленный клеточный 
материал добавляли 500 мкл лизирующего буфера (4 моль 
гуанидин тиоционата, 25 ммоль цитрата натрия, 0,5 % 
N-лаурилсаркозила натрия и 0,1 моль 2-меркаптоэта-
нола) и перемешивали с помощью одноразового шпри-
ца с диаметром инъекционной иглы 1,1 мм (19G). 
Затем в пробирку добавляли 0,5 мл водонасыщенного 
фенола (pH 5,2) и 0,125 мл раствора ацетата натрия 
(pH 4,2), встряхивали и добавляли 0,25 мл хлороформа. 
Полученную смесь перемешивали и центрифугирова-
ли в течение 10 мин при 1200 об/мин. Отбирали над-
осадочную жидкость и добавляли равный объем изо-
пропанола. Инкубацию РНК проводили в течение 1 ч при 
температуре –70 °C. После инкубации РНК осаждали 
центрифугированием в течение 10 мин при 1200 об/мин, 
удаляли супернатант, оставшийся осадок дважды про-
мывали в 80 % этаноле, высушивали в термостате при 
температуре 37 °C и растворяли в деионизированной 
воде.
Получение комплементарной ДНК. Для синтеза ком-
плементарной ДНК использовали 2 мкг матричной 
РНК, полученной на предыдущем этапе с применени-
ем ревертазы. Реакцию обратной транскрипции про-
водили с помощью фермента RevertAid Reverse Trans-
criptase и набора реактивов (Fermentas, США) в условиях, 
указанных производителем. Для отжига использовали 
смесь вырожденных гексамерных нуклеотидов (Евро-
ген, Россия). Для отрицательного контроля применя-
ли рабочую смесь без добавления РНК.
Количественная ПЦР в реальном времени. Количе-
ственную ПЦР проводили с использованием рабочей 
смеси (40 ммоль трис-HCl, 100 ммоль KCl, 4 ммоль 
MgCl
2
, 1 ммоль каждого из 4 дезоксирибонуклеотидов 
и 0,2 ммоль 2-меркаптоэтанола) и TaqДНК-полиме-
разы (Fermentas, США). В каждую пробу добавили по 
5 мкл комплементарной ДНК, 350 нмоль прямого, 
350 нмоль обратного праймера и 140 нмоль флуорес-
центного зонда.
Исследование выполняли на приборе LightCycler 96 
(Roche, Швейцария).
Программа проведения реакции, для каждого из 
изучаемых генов, была следующей:
•  «горячий старт»: 10 мин  
при температуре +95 °C;
•  денатурация: 20 с  
при температуре +95 °C;
•  отжиг праймеров и синтез: 60 с  
при температуре +60 °C.
Статистический анализ полученных данных. Соглас-
но критерию Колмогорова–Смирнова количественные 
данные имели нормальное распределение. Вследствие 
этого для дальнейшего статистического анализа ис-
пользовали параметрические критерии. Для исследо-
вания связи экспрессии РТГ с количественными па-
раметрами (уровень лактатдегидрогеназы, лейкоцитов, 
гемоглобина, кальция, альбумина, креатинина, бета-
2-микроглобулина) применяли t-критерий. ОВ и БРВ 
в зависимости от экспрессии любого из исследуемых 
РТГ анализировали по методу Каплана–Майера. Для 
построения кривых ОВ и БРВ продолжи тельность жиз-
ни больных рассчитывали с момента проведения пер-
вичного цитогенетического исследования до леталь-
ного исхода или последней информации о больном. 
Для сравнения показателей ОВ для больных в клетках 
костного мозга, в которых обнаружена экспрессия РТГ 
и без таковой, использовали log-rank-тест. Количест-
венные данные представлены в виде медианы значения 
и граничных значений, охваченных доверительным 
интервалом 0,95. Различия между группами считали 
статистически значимыми при p <0,05. Вычисления 
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Результаты
В работе проанализированы влияние экспрессии 
некоторых РТГ на показатели ОВ и скорость возник-
новения рецидива у 77 больных ММ. График ОВ пред-
ставлен на рис. 1. Медиана ОВ не достигнута.
При отсутствии экспрессии генов NY-ESO1 (р = 0,014), 
MAGE A6 (р = 0,00048), MAGE A12 (р = 0,04) и SSX1 
(р = 0,016) показатели ОВ у больных ММ увеличиваются. 
Медиана ОВ у больных с экспрессией гена NY-ESO1 
составила 15,8 мес, а при отсутствии его экспрессии – 
не до стигнута (рис. 2а); с экспрессией гена MAGE A6 – 
8,0 мес, при отсутствии его экспрессии – не достигну-
та (рис. 2б); с экспрессией гена MAGE A12 – 8,0 мес, 
при отсутствии его экспрессии – 15,8 мес; с экспрес-
сией генов MAGE A12 и SSX1 – 7,9 мес, при отсутствии 
их экспрессии – 15,8 мес (рис. 2в, г). Экспрессия генов 
PRAME (р = 0,93), GAGE1 (р = 0,68), SLLP1 (р = 0,21) 
и PASD1 (р = 0,24) не влияет на параметры ОВ у боль-
ных ММ.
Рецидивы развиваются в более ранние сроки у па-
циентов с экспрессией генов NY-ESO1 (р = 0,011), 
MAGE A6 (р = 0,012), MAGE A12 (р = 0,041), SSX1 (р = 
0,017) и PASD1 (p = 0,0013). Медиана БРВ в группах 
больных ММ с экспрессией генов NY-ESO1, MAGE A6, 
SSX1 и PASD1 независимо друг от друга составила 
7,9 мес и с экспрессией гена MAGE A12 – 16 мес (рис. 3). 
Медиана БРВ у больных без экспрессии генов NY-ESO1 
составила 13 мес, MAGE A6 и SSX1 – 16 мес. При 
Рис. 2. Графики общей выживаемости у больных множественной миеломой (n = 77) с экспрессией (красные линии) и без нее (синие линии) следу-
ющих генов: а – NY-ESO1 (p = 0,014); б – MAGE A6 (р = 0,0048); в – MAGE A12 (р = 0,04); г – SSX1 (р = 0,016)
Fig. 2. Overall survival plots for patients with multiple myeloma (n = 77) and with (red lines) and without (blue lines) expression of the following genes: 
а – NY-ESO1 (p = 0.014); б – MAGE A6 (р = 0.0048); в – MAGE A12 (р = 0.04); г – SSX1 (р = 0.016)
Рис. 1. Общая выживаемость больных множественной миеломой (n = 77)
Fig. 1. Overall survival of patients with multiple myeloma (n = 77)
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расчете БРВ у больных без экспрессии генов MAGE A12 
и PASD1 медиана не достигнута.
Следующим этапом нашей работы стала оценка 
влияния экспрессии РТГ на клинические показате-
ли (уровни лактатдегидрогеназы, лейкоцитов, гемо-
глобина, кальция, альбумина, креатинина и бета-
2-микроглобулина) у больных ММ. Некоторые 
клинические показатели продемонстрировали зави-
симость от экспрессии РТГ. Так, повышенный уро-
вень креатинина наблюдается у пациентов с экспрес-
сией генов MAGE A3, MAGE A6, MAGE A12 и SSX1, 
повышенный уровень кальция – с экспрессией MAGE 
A3 и MAGE A12 (табл. 1). Показатели бета-2-микро-
глобулина практически в 2 раза выше у пациентов 
с экспрессией гена MAGE A12. Для других исследован-
ных клинических параметров значимой зависимости 
Рис. 3. Графики выживаемости без прогрессирования у больных множественной миеломой (n = 77) с экспрессией (красные линии) и без нее (синие 
линии) следующих генов: а – NY-ESO1 (р = 0,011); б – MAGE A6 (р = 0,012); в – MAGE A12 (р = 0,041); г – SSX1 (р = 0,0,017); д – PASD1 (р = 0,0013)
Fig. 3. Progression-free survival plots for patients with multiple myeloma (n = 77) and with (red lines) and without (blue lines) expression of the following genes: 
а – NY-ESO1 (р = 0.011); б – MAGE A6 (р = 0.012); в – MAGE A12 (р = 0.041); г – SSX1 (р = 0.0017); д – PASD1 (р = 0.0013)
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от экспрессии РТА не обнаружено (р >0,05) (данные 
не пред ставлены).
Показано, что у больных ММ в той или иной степе-
ни экспрессировались все исследуемые гены (табл. 2). 
Полученные результаты позволили показать важное 
прогностическое значение таких РТГ, как NY-ESO1, 
MAGE A6, MAGE A12, SSX1 и PASD1. Так, у больных ММ 
с экспрессией этих генов наблюдается развитие реци-
дива в более ранние сроки.
Обсуждение
Проведенное исследование посвящено изучению 
экспрессии РТГ у больных ММ, их влияния на кли-
нические показатели, ОВ и БРВ.
Ранее продемонстрированно, что экспрессия генов 
семейства MAGE, NY-ESO1, SSX1, PASD1 прямо кор-
релирует с более поздней стадией болезни, неблаго-
приятным прогнозом, более короткими сроками БРВ 
[29, 30]. Результаты, полученные нами, подтверждают 
эти данные. Так, медиана ОВ у больных ММ с экспрес-
сией генов NY-ESO1 (р = 0,014), MAGE А6 (р = 0,0004), 
MAGE A12 (р = 0,04) и SSX1 (р = 0,016) значительно 
ниже, чем у пациентов, в клетках костного мозга ко-
торых отсутствует экспрессия этих генов. БРВ у боль-
ных ММ с экспрессией генов NY-ESO1 (р = 0,011), 
MAGE А6 (р = 0,012), MAGE A12 (р = 0,041), SSX1 (р = 
0,017) и PASD1 (р = 0,0013) значительно ниже, чем у па-
циентов, в образцах которых экспрессия отсутствова-
ла. Однако в нашем исследовании зависимости между 
экспрессией РТГ и стадией болезни не обнаружено. 
Была определена зависимость экспрессии РТГ и того, 
к какой группе относится больной (первичный – 42/77, 
плановый – 22/77, прогрессирующий/рецидивирующий – 
7/77). Анализ показал, что при прогрессировании/ 
Таблица 1. Некоторые клинические показатели в зависимости от экспрессии раково-тестикулярных генов















MAGE A3+ 2,53 (2,23–3,55) 108,5 (50–232) 4,39 (2,12–10,5) 






MAGE A6+ 2,53 (2,25–3,54) 116 (50–284) 8,97 (2,49–13,50) 






MAGE A12+ 2,48 (1,80–3,55) 89,5 (2,39–199,0) 4,39 (1,60–15,71) 






SSX1+ 2,49 (2,09–3,55) 88,5 (49,0–232,0) 3,58 (1,86–20,27) 
Таблица 2. Число больных с экспрессией раково-тестикулярных генов (n = 77), n (%)






Больные, ранее получавшие 
терапию 
Patients who previously received therapy
Больные с прогрессированием/
рецидивом 




PRAME 33 (43) 10 (13) 5 (6,5) 5 (6,5) 
NY-ESO 7 (9) 4 (5) 4 (5)  – 
GAGE 29 (38) 10 (13) 5 (6,5)  – 
MAGE A3 12 (16) 2 (3) 3 (4)  – 
MAGE A6 6 (8) 1 (1) 3 (4)  – 
MAGE A12 22 (29) 3 (4) 4 (5) 3 (4) 
SSX1 10 (13) 1 (1) 5 (6,5) 1 (1) 
SLLP1 36 (47) 13 (17) 3 (4) 4 (5) 
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рецидиве заболевания наблюдается повышенный уро-
вень экспрессии генов PRAME, MAGE А3, MAGE A12, 
SSX1 и PASD1. Важно отметить, что у больных, посту-
пивших на последующий курс терапии, и первичных 
пациентов уровень экспрессии генов MAGE А3, MAGE 
A12, SSX1 и PASD1 равен или близок к нулю, в отличие 
от гена PRAME, экспрессия которого у первичных боль-
ных выше, чем у пациентов, получавших терапию ранее.
Для того чтобы оценить возможные прогностиче-
ские факторы, мы провели анализ зависимости неко-
торых лабораторных показателей крови, которые были 
взяты из историй болезни пациентов с ММ (уровни 
лактатдегидрогеназы, гемоглобина, кальция, альбуми-
на, креатинина, бета-2-микроглобулина). Установлено, 
что уровень кальция значительно выше у больных ММ 
с экспрессией генов MAGE A3 (р = 0,0329) и MAGE A12 
(р = 0,0235), чем у пациентов без их экспрессии. 
При экспрессии генов MAGE A3 (р = 0,0076), MAGE A6 
(р = 0,0304), MAGE A12 (р = 0,0461), SSX1 (р = 0,0192) 
показатели креатинина были как минимум в 2 раза вы-
ше, чем без экспрессии этих генов. Экспрессия гена 
MAGE A12 (р = 0,0261) совпала с повышенным уровнем 
бета-2-микроглобулина. Известно, что одним из не-
благоприятных факторов при ММ является высокий 
уровень бета-2-микроглобулина, а высокий уровень 
кальция указывает на более агрессивную фазу забо-
левания. Таким образом, можно предположить, что 
действительно экспрессия генов MAGE A3, MAGE A6, 
MAGE A12 и SSX1 связана с неблагоприятным течением 
болезни. Также важно отметить, что экспрессия гена 
MAGE A12 наблюдалась у больных, имеющих повышен-
ное содержание кальция, креатинина и бета-2-микро-
глобулина в крови. Возможно, по этой причине экс-
прессия гена MAGE A12 является основным маркером 
более развитого опухолевого процесса, агрессивного 
течения болезни.
Заключение
В нашей работе определены уровни экспрессии 
РТГ PRAME, NY-ESO1, GAGE1, MAGE A3, MAGE A6, 
MAGE A12, SSX1, SLLP1, PASD1, их влияние на ОВ 
и скорость возникновения рецидива, влияние на не-
которые биохимические показатели у больных ММ. 
Полученные результаты позволили обнаружить, что 
у больных ММ с экспрессией таких РТГ, как NY-ESO1, 
MAGE A6, MAGE A12, SSX1 и PASD1, наблюдается раз-
витие рецидива в более ранние сроки. Показано, что 
медиана ОВ больных с экспрессией NY-ESO1, MAGE 
A6, MAGE A12 и SSX1 значительно ниже, чем у паци-
ентов, в клетках которых экспрессия этих генов отсут-
ствует. Таким образом, экспрессия исследуемых РТГ 
имеет важное прогностическое значение для больных ММ 
и может быть использована, как тест-система для ран-
него выявления прогрессирования заболевания.
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